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DESCRIPCION
Uso de la secuencia de nucleotidos del promotor del operon de la lactosa de Lactobacillus casei para
regular la expresion genica a traves de una protena antiterminadora.
Sector de la tecnica
El procedimiento de expresion genica que aqu se describe se incluye dentro del sector de Biotecno-
loga. Esta invencion va dirigida tanto a la industria de alimentos, por ejemplo la industria lactea, como
a industrias farmaceuticas ya que con ella se podran expresar protenas en Lactobacillus casei de gran
valor nutricional, clnico e inmunologico.
Estado de la tecnica
En la ultima decada se han desarrollado diferentes sistemas de control de la expresion de fragmentos
de DNA para bacterias y en concreto para bacterias del acido lactico (BAL) de interes industrial [W.M.
de Vos, 1999, International Dairy Journal 9:3-10]. Sin embargo, en la mayora de ellos se ha tomado como
modelo de BAL Lactococcus lactis no siendo los resultados siempre transferibles a otras bacterias lacticas
como Lactobacillus. Los diferentes sistemas de control de la expresion genica desarrollados estan basados
en vectores de expresion e integracion en los que se utilizan diferentes genes marcadores y elementos
reguladores. Sin embargo, en muchas ocasiones dichos vectores carecen de elementos reguladores propios
o proceden de otros microorganismos, lo que diculta la regulacion de los genes expresados. Reciente-
mente, se ha desarrollado un vector de expresion basado en los elementos reguladores del gen nisA de
Lactococcus lactis que codica un peptido antimicrobiano, la nisina [Ruyter P.G.G.A., Kuipers O. and
de Vos W.M., 1996, Appl. Environm. Microbiol. 62:3662-3667, EPO712935, 1996-05-22. Stichting NL
I Zuivelonderzoek]. Este sistema permite aumentar la expresion de cualquier gen mas de 1000 veces de
forma controlada. Sin embargo, el proceso de induccion ocurre por un mecanismo de transduccion de
se~nal del tipo de los sistemas de regulacion de dos componentes, necesitando por ello la presencia de los
productos de los genes nisKy nisR, por lo tanto este sistema requiere varios pasos de manipulacion para
transferirse a otros microorganismos que carecen de los genes reguladores. Otro sistema de expresion en
Lactococcus lactis es el basado en la RNA polimerasa del fago T7 de E. coli (GB2278358, 1994-11-30,
Lynxvale LTD (GB)). Con esta tecnica se ha obtenido la expresion de protenas con caracter inmunologico
en L. lactis. Sin embargo, este sistema de expresion supone el uso de DNA heterologo, como el promotor
y gen estructural de la RNA polimerasa del fago T7.
Por otro lado, la utilizacion de genes marcadores que permiten el metabolismo de azucares poco
utilizados por bacterias acido lacticas [Leenhouts K, Bolhuis A., Venema G. and Kok J., 1998, Appl.
Microbiol and Biotechnol. 49, 417-423] o de aquellos que expresan peptidos con actividad antimicrobiana
supone la adicion de los respectivos inductores al medio de cultivo para mantener la expresion con el
consiguiente coste adicional.
Cualquier bacteria es capaz de utilizar diferentes carbohidratos como unica fuente de carbono y
energa. Los genes que codican las enzimas implicadas en el transporte y metabolismo de azucares se
expresan, en la mayora de los casos, unicamente si el correspondiente carbohidrato esta presente en el
medio y si este ultimo carece de azucares facilmente metabolizables como la glucosa y fructosa. Este tipo
de regulacion hace referencia a mecanismos de induccion y de represion catabolica, respectivamente.
Los azucares de facil asimilacion son siempre consumidos por las celulas bacterianas de forma prefe-
rente, de modo que la expresion de los genes del catabolismo de otras fuentes de carbono queda atenuada
o inhibida, a lo que se denomina represion catabolica. Este proceso se ha estudiado extensamente tanto
en bacterias Gram-negativas como Gram-positivas, estando en todas ellas implicado el sistema de fosfo-
transferasa dependiente del fosfoenolpiruvato (PTS). En bacterias Gram-positivas se ha establecido que
en presencia de glucosa, la protena HPr fosforilada en la serina 46 se une a una protena represora de-
nominada CcpA y el complejo formado reconoce una secuencia de DNA muy conservada (secuencia cre)
que se suele localizar en la zona promotora e impide el inicio de la transcripcion de los genes afectados.
Por otro lado, los operones del catabolismo de azucares frecuentemente se regulan mediante protenas
activadoras, represoras o antiterminadoras, de forma que en presencia del inductor se efectua la trans-
cripcion y traduccion de sus genes. Existen ejemplos ya estudiados de induccion por antiterminacion en
bacterias Gram negativas como Escherichia coli, Erwinia chrysanthemi, Klebsiella pneumoniae y Kleb-
siella oxytoca. Entre las bacterias Gram positivas, Bacillus subtilis es la mejor estudiada habiendose
descrito 7 sistemas de antiterminacion diferentes. Este tipo de mecanismo de regulacion se ha encontrado
tambien en B. amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, Staphylococcus carnosus, Lactococcus lactis y
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Lactobacillus casei. Los mecanismos de antiterminacion se caracterizan por presentar una secuencia RAT
de union al RNA, que es reconocida por la protena antiterminadora, y una estructura terminadora que
se localizan entre el inicio de la transcripcion y el de la traduccion del operon. En presencia del inductor,
la protena antiterminadora se une a la secuencia RAT, desestabiliza la estructura terminadora y per-
mite la transcripcion completa del operon. Todas las protenas antiterminadoras comparten un grado de
similitud elevado, identicandose en ellas tres dominios: uno de union al RNA (RBD) y dos dominios
regulados por los elementos del PTS (PRD-I y PRD-II). Tambien se ha observado una alta homologa en
las secuencias RAT de los diferentes sistemas e incluso se ha encontrado que las protenas antiterminado-
ras de B. subtilis y E. coli son intercambiables. indicando que este sistema de regulacion esta conservado
en los distintos tipos de bacterias [Rutberg B., 1997, Molecular Microbiol. 23:413-421; Stu¨lke J., Arnaud
M., Rapoport G. and Martin-Verstraete, I., 1998., Molecular Microbiol. 28:865-874]. El papel que juegan
los elementos del PTS, EIIy HPr, varia de un sistema a otro pero se basa generalmente en la regulacion
de la actividad antiterminadora por fosforilacion de los dominios PRD-I y PRD-II. Estos dominios PRD,
sin embargo, no se requieren para la actividad antiterminadora, pues solo los 55-60 amino acidos del
extremo amino-terminal son sucientes para deshacer la estructura del terminador y por tanto, inducir
la expresion genica [Tortosa P., Aymerich S., Lindner C., Saier M.H.Jr., Reizer J. and D. Le Coq, 1997,
J. Biol Chem. 272:17230-17237].
Uno de los sistemas mejor estudiados en BAL es el transporte de lactosa. En Streptococcus thermophi-
lus se ha descrito que este azucar entra a traves de una permeasa de tipo antiporter, LacS, y es hidrolizada
por una -galactosidasa, lacZ, a glucosa y galactosa que es expulsada al medio exterior. Los genes que
codican estas protenas estan formando un operon lacSZ cuya expresion esta inducida por galactosa y
reprimida por catabolito [Poolman B., Royer T.J., Mainzer S.E. and Schmidt B.F., 1989, J. Bacteriol.
171:244-253; Poolman B., Royer T.J., Mainzer S.E. and Schmidt B.F., 1990, J. Bacteriol. 172:4037-4047,
Poolman B., 1993. FEMS Microniol. Rev. 12, 125-147]. Basandose en este sistema se obtuvieron, por
integracion entre los genes lacS y lacZ, mutantes que expresaban un gen de resistencia a cloranfenicol
(cat) con un patron de expresion similar al del operon. Sin embargo, la actividad -galactosidasa (LacZ)
se vea afectada en las cepas mutantes posiblemente debido a que se perda el sito de union al ribosoma
del gen lacZ [Mollet B., Knol J., Poolman B., Marciset O., Delley M., 1993, J. Bacteriol. 175: 4315-4324,
US5491079, 1996-02-13, Nestec S.A.].
El sistema de utilizacion de la lactosa en L. lactis ha sido estudiado en detalle [de Vos W.M. and
Vaughan E.E., 1994, FEMS Microbiol. Rev. 15:217-239] y esta formado por el operon lacABCDFEG,
que codica las enzimas necesarias para la utilizacion de la tagatosa y de la lactosa. Como en el caso de
los genes de la lactosa de Streptococcus mutans o Staphylococcus aureus, el promotor localizado delante
del gen lacA esta regulado por la protena LacR, homologa a represores como GutR, FucR o DeoR de E.
coli, siendo el inductor del sistema la tagatosa 6-fosfato [van Rooijen R.J, and de Vos W.M, 1990, J. Biol.
Chem. 265:18499-18503]. Este sistema inducible ha sido utilizado en el desarrollo de diferentes vectores
de expresion para Lattococcus [MacCormick. C.A., Grin H.G. and Gasson M.J., 1995, FEMS Microbiol.
Lett. 127:105-109; Platteeuw van Alen-Boerrigter I., van Schalkwijk S. and de Vos W.M., 1996. Appl.
Environ. Microbiol. 62: 1008-1013; EP0355036. 1990-02-21, NL Zuivelonderzoek Inst.].
Sin embargo, el sistema de utilizacion de lactosa de Lactobacillus casei diere del utilizado por las dos
BAL anteriormente citadas tanto en la estructura genica (lacTEGF) como en el mecanismo de regulacion
[Chassy, B. and Thompson J., 1983, J. Bacteriol. 154:1195-1203; Alpert, C.-A. and Chassy B. M., 1988,
Gene 62:277-288; Porter E. V. and. Chassy B. M., 1988, Gene 62:263-276; Alpert, C.-A. and Chassy B.
M., 1990, J. Biol. Chem. 265:22561-22568; Veyrat A., Monedero V. and Perez-Martnez G., 1994. Micro-
biology 140, 1141-1149; Gosalbes M.J., Monedero V., Alpert, C.-A. and Perez -Martnez G., 1997, FEMS
Microbiol. Lett. 148: 83-89] ya que se induce gracias a una protena antiterminadora, LacT, homologa
a protenas que regulan la expresion de promotores de genes de utilizacion de mono y, disacaridos en
otras bacterias, como BglG en E. coli o SacY en Bacillus subtilis [Alpert, C.-A. and Siebers U., 1997,
J. Bacteriol. 179:1555-1562]. En Lactobacillus casei el inductor es la lactosa, unico azucar presente en
la leche y el mayoritario en medios derivados de el, a traves de un mecanismo de antiterminacion en
el que estan implicados diferentes elementos reguladores, como la secuencia denominada RAT, que es
el sitio de union al RNA de protenas antiterminadoras, una estructura terminadora de la transcripcion
y la protena antiterminadora [Gosalbes M.J., Monedero V. and Perez-Martnez G., 1999, J. Bacteriol.
181:3928-3934]. Ademas existe una fuerte represion por glucosa mediada por la protena CcpA y elemen-
tos del sistema de fosfotransferasa dependiente del fosfoenolpiruvato (PTS) [Monedero V., Gosalbes M.J.
and Perez-Martnez G., 1997, J. Bacteriol. 179: 6657-6664]. Este mecanismo de regulacion permite un
control estricto y consistente de la expresion de las caractersticas deseadas.
El sistema de regulacion por antiterminacion ha sido descrito tanto en bacterias Gram-negativas como
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Gram-positivas pudiendo ser, como se ha comentado anteriormente, en ciertos casos intercambiables en-
tre distintos operones, e incluso en otras bacterias [Manival X., Yang Y., Strub. M.P., Kochoyan, M.,
Steinmetz, M., and Aymerich, S. 1999, EMBO J. 16: 5019-5029]. Sin embargo, es importante se~nalar
que este tipo de elementos reguladores no se ha utilizado previamente en el desarrollo de sistemas de
expresion en bacterias.
Descripcion de la invencion
Breve descripcion
El presente invento describe el uso de un metodo para la expresion de protenas en bacterias, que se
basa en el efecto inductor, por ejemplo, de un carbohidrato sobre la actividad antiterminadora de una
protena de la familia de antiterminadores BlgG/SacY. El procedimiento se ha ensayado con el sistema
derivado del operon lacTEGF, inducible por lactosa en Lactobacillus casei, para la expresion de protenas
de diversa naturaleza. En la invencion se incluyen ejemplos de expresion en plasmidos multicopia o de
integracion en el operon cromosomico lacTEGF consiguiendo as la expresion coordinada de los genes
deseados conjuntamente con los que codican los enzimas del metabolismo de la lactosa.
Descripcion detallada
El sistema que se cita por los inventores se basa en la actividad antiterminadora de LacT, que media
la induccion por lactosa en Lactobacillus casei.
En la Figura 1 se describe la estructura genica y los elementos reguladores del operon lactosa de
Lactobacillus casei CECT5275. En este microorganismo el operon de la lactosa esta localizado en el
cromosoma y consta de cuatro genes lacTEGF que codican una protena antiterminadora LacT, el ele-
mento EIIBC del transporte de lactosa por PTS, la fosfo--galactosidasa y el elemento EIIA del transporte
PTS, respectivamente. En el extremo 5’ de este operon esta localizado el promotor con las regiones -35
(TTTACA) y -10 (TACAAC), estableciendose el inicio de la transcripcion en los nucleotidos TG (SEQ ID
NO 1). Ademas, han sido identicadas otras secuencias tpicas de promotores de microorganismos Gram-
positivos tales como una secuencia TG en la posicion -15 y una zona rica en adeninas en la region -45.
Solapandose con la region -35 se ha podido identicar una secuencia cre (5’-ATAAAACGTTTACA) de
union a la protena reguladora CcpA. A continuacion de este promotor se ha identicado una secuencia
que actuara como un terminador rho-independiente. Precediendo Y solapando a esta ultima estructura
existe una secuencia RAT (5’ -GGATTGTGACTATTTAATTAGGCGAG), similar al sitio de union al
RNA de protenas antiterminadoras. Tanto la secuencia nucleotdica del operon lactosa como la de las
regiones 5’ y 3’ flanqueantes fue depositada en la base de datos EMBL bajo el numero Z80834.
La regulacion del operon lactosa permite un control estricto y consistente de la expresion, utilizando
elementos reguladores propios de Lactobacillus. En presencia del inductor del sistema, la lactosa, la
protena antiterminadora LacT, en su forma activa, se une a la secuencia RAT y desestabiliza la estruc-
tura terminadora permitiendo la expresion del operon. La utilizacion de lactosa en L. casei esta sujeta
a una fuerte represion por glucosa, es decir que no existe expresion del operon cuando dicho azucar esta
en el medio. En dichas condiciones, la protena reguladora CcpA se une a la secuencia cre bloqueando
el inicio de la transcripcion del operon. Ademas, en este efecto represor interviene el mecanismo de
antiterminacion, ya que la protena LacT, en presencia de glucosa, se encuentra en su forma inactiva y
por lo tanto la transcripcion se detiene a nivel del terminador.
El uso de elementos reguladores tales como los descritos para el operon lactosa de L. casei, y como se
demuestra en los ejemplos posteriores, permite la maxima expresion de la/s caracterstica/s en presencia
del inductor, que en el caso del operon anteriormente citado es la lactosa, azucar mayoritario en la leche
y otros productos derivados de ella, como el lactosuero, y forma parte de la presente invencion. Actual-
mente el lactosuero es facil de obtener por lo que supondra un coste mnimo y ademas se dara salida
comercial a un efluente que en muchos casos se desecha.
Por otro lado, se pueden utilizar un fragmento cualquiera de la secuencia de DNA que se describe en
la presente invencion o variantes de ellos obtenidos por mutacion que mantengan sustancialmente esta
capacidad reguladora de la expresion genica a traves de una protena antiterminadora. Estas variantes
pueden ser determinadas facilmente a traves del conocimiento existente de las tecnicas de biologa mole-
cular, y forman parte de la presente invencion.
Estas secuencias reguladoras pueden utilizarse en construcciones genicas en las que se haya integrado
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una secuencia de nucleotidos codicante de un gen que se desee expresar y posteriormente introducirla
en un sistema de expresion recombinante. El sistema de expresion puede ser un plasmido, como el desa-
rrollado en la presente invencion, o cualquier otro tipo de vector de los que estan descrito en la literatura,
como un transposon, un bacteriofago o derivados obtenidos por tecnicas moleculares. Los genes que
coneren las caractersticas deseadas se pueden expresar en multicopia bajo el control de estos elementos
reguladores y, tambien se pueden integrar en el cromosoma, en el operon lacTEGF de L. casei mediante
un vector de integracion desarrollado en esta invencion, quedando bajo el control de los elementos re-
guladores mencionados. Las cepas que se obtienen por este procedimiento son seguras y aplicables en
la industria de alimentos. El uso de estas construcciones genicas y de cualquiera de estos sistemas de
expresion forma parte de la presente invencion.
En los siguientes ejemplos se muestra como el uso de estos vectores permite la regulacion de la ex-
presion de genes de interes industrial en celulas transformadas. En la presente invencion se ha expresado
el gen gusA de E. coli que codica la enzima glucuronidasa as como los genes (ilvB, ilvN) que codican
las subunidades cataltica reguladora de la enzima acetohidroxi acido sintasa de Lactococcus lactis con la
sobreproduccion de diacetilo por L. casei. Este sistema de regulacion de la expresion genica es aplicable
a L. casei y otras bacterias con sistemas de antiterminacion homologos. El uso de estas celulas para la
expresion de peptidos o protenas de interes industrial forma parte de la presente invencion.
En resumen, el sistema de expresion genica de esta invencion tiene las siguientes caractersticas:
- Induccion por azucares en Lactobacillus casei u otras bacterias sin necesidad de introducir ninguna
mutacion en los elementos del sistema PTS para el transporte de azucares y/o protenas reguladoras,
como puede ser la protena CcpA reguladores que tengan dominios regulados por elementos del PTS.
como por ejemplo, antiterminadores o reguladores transcripcionales.
- Uso de un elemento regulador propio de Lactobacillus casei con funcion de antiterminador que
permite un control estricto de la expresion de la/s caracterstica/s deseadas mediante induccion por
lactosa.
- Cuando la expresion de los genes de interes no es deseable, se consigue su represion por azucares
de facil asimilacion, como por ejemplo, glucosa o fructosa.
Explicacion detallada de los dibujos
Figura 1.- Estructura y elementos reguladores del operon lactosa de L. casei.
Figura 2.- Construccion y mapa fsico del vector pIA5lac segun la invencion. Las flechas indican la
direccion de la transcripcion.
Figura 3.- A) Mapa fsico de pMJ67 segun la invencion. Las flechas indican la direccion de la transcrip-
cion. Erm. gen de resistencia a eritromicina; Ap, gen de resistencia a ampicilina. ori, origen de
replicacion. B) secuencia nucleotdica sintetica de la region de 45 pb entre los genes lacG y lacF.
RBS, sitio de union a ribosoma.  codon de parada TAA.
Figura 4.- Mapa fsico del plasmido plA5lacgus obtenido segun la invencion.
Figura 5.- Mapa fsico del plasmido pMJ70 obtenido segun la invencion.
Figura 6.- Esquema correspondiente a la pelcula radiograca del analisis Southern del DNA genomico
del primer integrante del gen gusA (carrera 1), CECT5290 (carrera 2) y L. casei CECT 5276 (carrera
3). Como sonda se ha utilizado un fragmento BamHI del plasmido pRV300 que porta el gen que
conere resistencia a la eritromicina.
Figura 7.- Mapa fsico del plasmido pMJ87 obtenido segun la invencion.
Figura 8.- Esquema correspondiente a la pelcula radiograca del analisis Southern del DNA genomico
de del primer integrante de los genes ilvBN (carrera 1), CECT5291 (carrera 2) y L. casei CECT
5276 (carrera 3). Como sonda se ha utilizado el mismo fragmento que para el analisis Southern
descrito en la Figura 6.
Figura 9.- Determinacion de metabolitos nales.
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Ejemplos
Lactobacillus casei CECT 5275, CECT5276 y Escherichia coli DH5 son las cepas utilizadas en los
diferentes experimentos de clonacion e integracion. Lactobacillus casei CECT 5276 no puede utilizar
la lactosa va que presenta una mutacion en el gen lacF. L. casei se ha crecido en medio MRS (Oxoid)
(lquido y solido) y MRS fermentacion (Adsa-Micro, Scharlau S:A:, Barcelona, Espa~na) (lquido y solido)
con un 0.5 % de azucar, utilizandose el medio LB para el crecimiento de E. coli. La construccion del
vector de expresion plA5lac se realizo a partir de los plasmidos pIL253 [Simon D. and Chopin A., 1988,
Biochimie 70:559-566], pACYC184 [Chang A.C.Y. and Cohen S.N., 1978, J. Bacteriol. 134:1141-1156] y
pJDC9 [Chen J.D. and Morisson D.A., 1988, Gene 64:155-164]. El plasmido pRV300 [Leloup L., Ehrlich
D., Zagorec M. and Morel-Deville F., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63:2117-2123] se utilizo para cons-
truir el vector de integracion pMJ67. La concentracion de los antibioticos utilizados fue de eritromicina
300 g/ml, de ampicilina 100 g/ml y 25 g/ml de cloranfenicol para E. coli y 5 g/ml de eritromicina
para L. casei. Las tecnicas moleculares generales se han llevado a cabo siguiendo los protocolos descritos
por Sambrook et al. [Sambrook J., Fritsch E.F. and Maniatis T., 1989, Molecular cloning: a Laboratory
Manual. 2a ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor. New York]. Las tecnicas especcas
utilizadas para Lactobacillus, tales como puricacion de DNA genomico y transformacion, fueron las des-
critas en J. Bacteriol., 1999, 181:3928-3934. Las manipulaciones de DNA se han realizado de acuerdo con
las recomendaciones de los fabricantes de las endonucleasas de restriccion y enzimas modicantes. La
actividad fosfo--galactosidasa y -glucuronidasa se determinaron en celulas permeabilizadas de L. casei
siguiendo el procedimiento descrito en J. Bacteriol., 1983, 154:1195-1203 y en Appl. Environ. Microbiol.,
1994. 60:587-593, respectivamente. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la DNA polimerasa
termostable comercial Dynazyme [Finnzymes Oy, Riihitontuntie, Finlandia] o con el sistema ExpandTM
High delity, PCR (Roche Molecular Biochemicals). DNA genomico de Lactococcus lactis MG1363 [Gas-
son M.J., 1983, J. Bacteriol. 154:1-9] se purico siguiendo el procedimiento descrito para Lactobacillus.
Ejemplo 1
Expresion del gen gusA en multicopia
El vector replicativo, denominado plA5lac, es un derivado de plL253 y consiste en un fragmento
de DNA de 295 pares de bases (pb) que contiene el promotor y regiones reguladoras (plac) del operon
de la lactosa de L. casei, el origen de replicacion para bacterias Gram-negativas (p15A) del plasmido
pACYC184, un sitio de clonaje multiple. el gen lacZ y dos copias del terminador rrnB del operon ribo-
somal de Escherichia coli procedentes del plasmido pJDC9 (Figura 2). Este vector permite la expresion,
en multicopia, de los genes clonados bajo plac en L. casei y bacterias con sistemas de antiterminacion
homologos. Estos genes pueden codicar, por ejemplo, proteasas, peptidasas, mecanismos de resistencia
a bacteriofagos, enzimas que intervengan en el metabolismo del citrato, enzimas que intervengan en la
produccion de bacteriocinas o protenas que coneran resistencia a bacteriocinas, productos de interes
nutricional o inmunologico. La cepa de Escherichia coli DH5 que contiene pIA5lac ha sido depositada
en CECT con el numero 5278.
Se ha utilizado el vector de expresion desarrollado, pIA5lac, para expresar en multicopia el gen
gusA bajo los elementos reguladores del operon lactosa en L. casei. Este gen codica la enzima -glu-
curonidasa de E. coli. Para ello se ha amplicado por PCR dicho gen, sin zonas reguladoras, tomando
como molde el plasmido pNZ272 [Platteeuw C., Simons G. and de Vos W.M., 1994. Appl. Environ.
Microbiol. 60:587-593]. Los oligonucleotidos utilizados como cebadores fueron los siguientes: gus1,
5’-AAAACTGCAG TATTATTATCTTAATGAGG y gus2, 5’-CGGAATTCTCATTGTTTGCCTCCC.
A estos oligonucleotidos sinteticos se les ha introducido los sitios de reconocimiento de las endonucleasas
de restriccion (subrayados) PstI a gus1 y EcoRI a gus2. El fragmento de DNA de 1847 pb amplicado se
trato con el fragmento Klenow de DNA polimerasa I para convertir los extremos protuberantes en romos
y se clono en pUC19/SmaI. La construccion que portaba la orientacion adecuada fue digerida con la
endonucleasa PstI y el inserto se clono en el vector pIA5lac previamente digerido con la enzima PstI. El
plasmido resultante. denominado pIA5lacgus (Figura 4), se utilizo para transformar L. casei. Se eligio
uno de los transformantes para realizar los estudios de actividad -glucuronidasa. En el transformante
elegido se pudo detectar actividad -glucuronidasa cuando se crece sobre lactosa por lo que se esta indu-
ciendo la expresion a partir del plac, del plasmido. La presencia de glucosa ejerce una fuerte represion.
As pues, el patron de expresion de la -glucuronidasa es similar al del operon lactosa (Tabla 1).
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TABLA 1
Actividad -glucuronidasa medida en L. casei CECT5275 transformada con
los plasmidos pIA5lac y pIA5lacgus
-glucuronidasa
(nmol/min/mg peso seco)
L. casei / pIA5lac R ND
L ND
G+L ND
L. casei / pIA5lacgus R 173.35  29.2
L 369.87  30.6
G+L ND
Los valores representan al menos tres experimentos independientes. R, ribosa; L, lactosa; G+L, glu-
cosa mas lactosa. ND, actividad no detectable.
Ejemplo 2
Expresion del gen gusA integrado en el operon lactosa
Los productos deseados se pueden obtener tambien insertando los respectivos genes en el cromosoma
de la bacteria bajo los elementos reguladores elegidos utilizando tecnicas de integracion cromosomal. La
forma mas simple de integracion cromosomal se basa en la utilizacion de un vector no replicativo que
porta un fragmento de DNA homologo a una region del cromosoma de la bacteria huesped a la que se
transforma con dicho vector. La integracion ocurre por un mecanismo de recombinacion tipo Campbell o
entrecruzamiento simple. Sin embargo. este ultimo tipo es inestable debiendo ejercer una presion selectiva
para mantener la estructura integrada. Ahora bien, si el vector integrativo porta dos regiones homologas,
al darse dos recombinaciones, el/los gen/es deseado/s se integra/n de manera estable y se elimina el
vector utilizado para la integracion. Estas recombinaciones pueden ocurrir simultaneamente (entrecruza-
miento doble) o de manera consecutiva. Para expresar el/los gen/es deseados a partir de los elementos
reguladores elegidos es conveniente que la integracion no sea al azar, por lo que las zonas homologas del
vector deben estar bien caracterizadas. El vector de integracion desarrollado en esta invencion, pMJ67.
permite el uso de los elementos reguladores del operon lactosa de L. casei para expresar genes de interes.
Este vector esta basado en el plasmido pRV300, al que se le han introducido como zonas homologas, para
dirigir las recombinaciones, el extremo 3’ del gen lacG y el gen completo lacF del citado operon (Figura
3A). La region intergenica de 45 pb que existe entre ambos se ha sustituido por un fragmento sintetico de
DNA que porta un sito de union a ribosoma tpico para Lactobacillus y cuatro sitios de reconocimiento de
los enzimas de restriccion PstI, NdeI, SmaI y EcoRI (Figura 3B). La cepa de Escherichia coli DH5 que
contiene pMJ67 ha sido depositada en la CECT con el numero 5277. Las recombinaciones ocurren en L.
casei consecutivamente quedando integrado/s el/los gen/es en la region de 45 pb que existe entre los dos
genes lacG y lacF, expresandose a partir de los elementos reguladores del operon lactosa. Para facilitar
la seleccion de los dobles recombinantes es conveniente utilizar una copia mutante del gen lacF que puede
ser la que porta el vector de integracion o la copia cromosomal. Si el/los gen/es que se desea integrar
proceden de un microorganismo reconocido como seguro (\GRAS"), los mutantes de esta bacteria acido
lactica seran de grado alimentario, ya que por el procedimiento descrito no habra ningun otro fragmento
de DNA integrado salvo el/los gen/es de interes que quedara/n as sujetos al sistema de regulacion del
operon lactosa. Al ser la lactosa el inductor de este sistema de expresion, el uso de estos elementos
reguladores permite la utilizacion de medios de cultivo baratos como la leche o derivados de ella (suero
lacteo) para producir de manera segura productos de interes tecnologico, nutricional o farmaceutico.
Para demostrar la expresion en monocopia de genes a partir de los elementos reguladores del operon
lactosa de L. casei se clono el gen gusA en el vector integrativo pMJ67. Para ello se amplico, al igual
que en el ejemplo anterior, por PCR dicho gen tomando como molde el plasmido pNZ272 y utilizando
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los mismos oligonucleotidos. En este caso el fragmento amplicado se digirio con las enzimas PstI y
EcoRI y se clono en el vector integrativo pMJ67 previamente digerido con ambas endonucleasas. El
plasmido obtenido, denominado pMJ70 (Figura 5), se utilizo para transformar por electroporacion L.
casei CECT5276. Los transformantes se seleccionaron en placas del medio MRS con eritromicina. Por
este procedimiento. las colonias que crezcan deberan haber integrado, por recombinacion entre zonas
homologas, el vector ya que este porta el gen que codica la resistencia a dicho antibiotico. Como dijimos
anteriormente, pMJ67 porta dos zonas homologas al genoma bacteriano: el extremo 3’ del gen lacG y lacF,
por lo que el entrecruzamiento simple se dara por una de las dos. Se analizaron diferentes transformantes
por PCR y se eligio un primer integrante en el que la recombinacion se haba dado por lacF, siendo
resistente a eritromicina y no pudiendo fermentar la lactosa. Para favorecer el segundo entrecruzamiento,
se crecio el mencionado integrante en el medio MRS sin eritromicina durante 200 generaciones. Los
dobles recombinantes se seleccionaron en placas de MRS de fermentacion con lactosa y sin eritromicina.
Aquellas colonias en las que se haya reconstituido el operon lactosa quedando el gen gusA integrado en
el y hayan perdido el vector integrativo podran crecer sobre lactosa y seran sensibles a eritromicina. Se
eligio uno de estos mutantes, depositado en la CECT bajo el numero 5290, y se llevo a cabo analisis
Southern para comprobar que la resistencia a eritromicina se haba perdido con el vector tras la doble
recombinacion (Figura 6). Para ello se digirieron los DNAs genomicos de L. casei CECT5276, del primer
integrante y de CECT5290 con la endonucleasa BglII y se utilizo como sonda un fragmento BamHI del
plasmido pRV300 que contiene el gen de la eritromicina. Unicamente, se detecto una se~nal de hibridacion
en el primer integrante conrmandose que el mutante CECT5290 no contiene DNA plasmdico. Los
mutantes de L. casei obtenidos unicamente tienen integrado en el cromosoma el gen gusA que se expresa
a partir de los elementos reguladores del operon lactosa de L. casei. Como se muestra en la Tabla 2
la actividad -glucuronidasa se induce por lactosa y se reprime por glucosa al igual que ocurre con la
actividad P--galactosidasa, enzima codicado en el operon lactosa.
TABLA 2
Actividad P--galactosidasa y -glucuronidasa medida en L. casei CECT5275 y CECT5290
P--galactosidasa -glucuronidasa
(nmol/min/mg peso seco) (nmol/min/mg peso seco)
L. casei CECT5275 R 2.03  0.8 0.98  0.15
L 23.91  2.93 1.89  0.19
G+L 0.78  0.24 1.16  0.23
L. casei CECT5290 R 10.40  1.69 43.13  11.64
L 57.84  8.51 119.05  8.91
G+L 1.26  0.12 1.23  0.20
Los valores representan al menos tres experimentos independientes. R, ribosa; L. lactosa; G+L, glu-
cosa mas lactosa.
Ejemplo 3
Expresion de los genes ilvBN integrados en el operon lactosa
El procedimiento descrito permite la integracion y expresion de genes a partir de los elementos regu-
ladores del operon lactosa de L. casei. Si los genes que se integran proceden de microrganismos GRAS
los mutantes de L. casei que se obtienen son seguros y aplicables en la industria de alimentos.
Los genes ilvBN se amplicaron por PCR tomando como molde el DNA genomico de Lactococcus lac-
tis MG1363 y utilizando como cebadores los oligonucleotidos IlvBN 1 (5’-CGATCATATGAAAAAAAT-
AAAGTTAGAAAAACCTACTTCC) y ilvBN2 (5’-CCGAATTCTTAGCCACGCTCAAAACCTGC). Al
igual que en el ejemplo anterior se ha introducido los sitios de reconcimiento de las endonucleasas (sub-
rayados) NdeI a ilvBN1 y EcoRI a ilvBN2. Estos genes, ilvBN, codican la subunidad cataltica y
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reguladora de la enzima acetohidroxi acido sintasa implicada en la biosntesis de aminoacidos ramicados
como la isoleucina y valina. Esta enzima cataliza la reaccion de acido piruvico a -acetolactato, precursor
del diacetilo. Este ultimo producto contribuye de manera considerable al desarrollo del aroma y sabor
de productos lacteos fermentados. El fragmento de 2212 pb amplicado se clono en el vector pMJ67
digiriendo ambos tipos de DNA con NdeI y EcoRI y obteniendose el plasmido pMJ87 (Figura 7). El
procedimiento de integracion y seleccion del primer integrante y del doble recombinante fue el mismo que
se ha descrito anteriormente. En este ejemplo se obtiene un mutante de grado alimentario de L. casei,
depositado en la CECT bajo el numero 5291, ya que los genes ilvBN proceden de L. lactis, microorga-
nismo considerado GRAS, y el vector se ha perdido tras el segundo proceso de recombinacion. Como
se muestra en la Figura 8, unicamente hay hibridacion entre la sonda descrita en el ejemplo anterior y
el DNA cromosomico digerido con las enzimas de restriccion BglII y PstI del primer integrante. En L.
casei CEC5291 el plasmido portador de la resistencia a eritromicina se ha perdido tras la segunda recom-
binacion. Con la integracion de estos genes se pretenda el aumento de la produccion de diacetilo en L.
casei en condiciones de induccion, crecimiento en lactosa. Mediante cromatografa de gases acoplada a
espectroscopia de masas y siguiendo la tecnica de suspension de celulas en reposo descrita por Danneau P.
and Perez-Martnez G. [Journal of Chromatography A. 1997. 775:225-230] se cuanticaron los diferentes
metabolitos nales, siguiendo los metodos previamente descritos [Danneau P. and Perez-Martnez G.,
Journal of Chromatography A., 1997. 775:225-230]. El mutante CECT5291 produce diacetilo y acetona
solo en condiciones de induccion (Figura 9), siendo la produccion de estos metabolitos mnima en la cepa
salvaje. As pues, con la integracion de los genes ilvBN en el operon lactosa de L. casei se ha conseguido
el aumento de su produccion que es maxima en presencia de lactosa y ausencia de glucosa.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de la secuencia de nucleotidos del promotor del operon de la lactosa de Lactobacillus casei
para regular la expresion genica a traves de una protena antiterminadora.
2. Uso segun la reivindicacion 1 caracterizado porque la secuencia de nucleotidos es la SEQ ID NO
1.
3. Uso segun las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado porque la secuencia de nucleotidos es una
forma mutada o un fragmento que mantiene sustancialmente la misma capacidad.
4. Uso segun las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado porque la secuencia de nucleotidos es una
secuencia homologa que mantiene sustancialmente la misma capacidad.
5. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque la secuencia de
nucleotidos forma parte de una construccion genica que contiene ademas la secuencia de nucleotidos co-
dicante de un peptido de interes.
6. Uso segun la reivindicacion 5 caracterizado porque la construccion genica esta integrada en un
sistema de expresion recombinante con los elementos necesarios para la expresion de un gen de interes.
7. Uso segun la reivindicacion 6 caracterizado porque el sistema de expresion es, entre otros, un
plasmido, un transposon, un bacteriofago o derivados obtenidos por tecnicas moleculares.
8. Uso segun la reivindicacion 7 caracterizado porque el plasmido es pIAbeta5lac.
9. Uso segun las reivindicaciones 6 y 7 caracterizado porque el sistema de expresion permite la
integracion de la secuencia de nucleotidos en el genoma bacteriano.
10. Uso segun la reivindicacion 9 caracterizado porque el plasmido es pMJ67.
11. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a la 10 caracterizado porque el sistema de
expresion esta contenido en una celula transformada.
12. Uso segun la reivindicacion 11 caracterizado porque la celula transformada pertenece, entre
otras, a los siguientes grupos: E. coli, Lactobacillus, Bacillus y Lactococcus.
13. Uso segun la reivindicacion 12 caracterizado porque la celula transformada es la CECT 5277,
CECT 5278, CECT 5290 y la CECT 5291.
14. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a la 13 caracterizado porque las celulas
transformadas permiten la expresion regulada por lactosa de un peptido de interes.
15. Uso segun la reivindicacion 14 caracterizado porque el peptido de interes es la enzima acetohi-
droxi acido sintasa.
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